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Vpliv antibiotikov v odpadnem blatu na proizvodnjo bioplina 
 
Povzetek: Antibiotiki v okolju predstavljajo vedno večji problem, saj inhibirajo rast 
in razmnoževanje organizmov,  prav tako pa povzročajo širjenje bakterijske 
rezistence, kar lahko v naslednjih letih privede do zdravstvene krize. Viri 
antibiotikov v okolje so medicinska uporaba za ljudi, farmacevtska industrija in 
kmetijstvo. Ker se odpadne vode vseh teh virov združijo v bioloških čistilnih 
napravah, te postanejo zbirališče različnih vrst antibiotikov. Del antibiotikov, ki se 
ne odstrani po mehanski in aerobni stopnji, se lahko adsorbira na odpadno blato, 
kjer nato inhibira proizvodnjo bioplina pri anaerobni obdelavi blata. S poskusom 
sem želel raziskati vpliv antibiotika na produkcije bioplina. V preiskanih 
koncentracijah (do 800 mg/L), antibiotik ni znatno zaviral produkcije bioplina. 
Ključne besede: amoksicilin, antibiotik, bioplin, inhibicija 
 
The effect of antibiotics in sludge on biogas production 
 
Abstract: Antibiotics are an increasing problem in the environment, as they inhibit 
the growth and reproduction of organisms, as well as they cause the spread of 
bacterial resistance, which can lead to a health crisis in the coming years. 
Sources of antibiotics in the environment are human medicine, the 
pharmaceutical industry and agriculture. As the wastewater from all these 
sources combines in biological treatment plants, these become a collection point 
for various types of antibiotics. The portion of antibiotics that is not removed 
during treatment can be adsorbed onto the waste sludge, where it then inhibits 
biogas production during anaerobic digestion. With the experiment, I wanted to 
evaluate the effect of amoxicillin on biogas production. In the investigated 
concentrations (up to 800 mg/L) antibiotic did not inhibit biogas significantly.   
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
 
DNK deoksiribonukleninska kislina 
 
EU Evropska unija 
 
Vblata volumen blata, dodanega k vzorcu [mL] 
 
cblata koncentracija blata anaerobnega blata [g/mL] 
 
cvzorec koncentracija blata v vzorcu [g/mL] 
 
Vvzorec  volumen celotnega vzorca [mL] 
 
n množina plina [mol] 
 
Δp sprememba tlaka [Pa] 
 
V volumen [m3] 
 




D delež [%] 
 
n1 množina nastalega ogljikovega dioksida [mol] 
 
n2  množina celotnega nastalega plina [mol] 
 
I inhibicija produkcije [%] 
 
pglukoza tlak v slepem testu [Pa] 
 
pvzorec tlak v opazovanem kontaminiranem vzorcu [Pa] 
 
Δpglukoza,id teoretična sprememba tlaka v primeru, če bi se razgradila vsa 
glukoza [Pa] 
 
Dglukoza delež glukoze [%] 
 
Δptotalni sprememba skupnega tlaka [Pa] 
 







1. Pregled literature 
 
1.1 Antibiotiki v okolju 
 
V splošnem so antibiotiki vse substance, ki inhibirajo rast ter razmnoževanje 
bakterij in gliv, običajno pa se ta termin uporablja za farmacevtske spojine, ki so 
specifično namenjene za zdravljenje oziroma preprečevanje bakterijskih in 
glivičnih okužb. Samo delovanje različnih tipov antibiotikov se med sabo razlikuje. 
Veliko antibiotikov prepreči bakterijam, da proizvajajo esencialne proteine ter 
tako prepreči razmnoževanje, spet drugi onemogočajo podvajanje 
deoksiribonukleinske kisline (DNK) [1]. 
Antibiotike največkrat razvrščamo po kemijskih lastnostih, saj so le-te glavne tudi 
pri delovanju v telesu [2]:  
- beta laktamski antibiotiki (med katere sodi tudi amoksicilin), 
- polipeptidi, 
- aminoglikozidni antibiotiki, 
- makrolidni antibiotiki, 
- polieni ali poliacetileni, 
- tetraciklini, 
- antibiotiki z neobičajno kemično zgradbo in  
- sulfonamidi. 
 
1.1.1 Problematika antibiotikov v okolju 
 
Več zdravstvenih organizacij, med njimi tudi Svetovna zdravstvena organizacija 
ter Evropski center za preprečevanje in obvladovanje bolezni opozarjata, da 
antibiotiki v okolju predstavljajo enega večjih družbeno-zdravstvenih problemov. 
Nenadzorovan prenos antibiotikov okolje ima več negativnih posledic, kot so 
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direktni toksični učinki, razvoj mehanizma odpornosti proti antibiotikom, kot 
mutacija genov ali pa s privzemom tuje DNK. V naravnih okoljih so koncentracije 
antibiotikov lahko od nekaj nanogramov do več sto nanogramov na liter vode 
oziroma kilogram prsti [3, 4]. 
Pri višjih koncentracijah lahko antibiotiki zavirajo rast in razvoj bakterij ali pa 
postanejo celo smrtonosni, vendar pa ti  učinki izven medicinske uporabe redko 
povzročijo smrt. Učinki antibiotikov so tako lahko izginjanje oziroma inhibicija 
določenih mikrobnih kultur, vendar pa lahko vnos antibiotika hkrati sproži tudi 
razvoj rezistence, včasih pa celo sposobnost bakterije, da antibiotik razgradijo [3, 
4].  
Mikrobiološka raznolikost je zelo pomembna pri ohranjanju bioloških procesov v 
okolju, zato lahko inhibicija oziroma uničenje določenega tipa bakterij vpliva na 
procese v okolju. Ti dejavniki lahko vplivajo na encimske aktivnosti, posledično 
pa na nastanek biomase, prenos dušika, metanogenezo, redukcijo sulfatov ter 
prenos hranil. Vpliv pa lahko opazimo tudi pri biološko pomembnih organizmih, 
ki niso direktna tarča antibiotika [3, 4].  
Vpliv posameznega tipa antibiotika na okolje se močno spreminja glede na vrsto 
bakterij in lastnosti okolja (prisotnost hranil, pH, vlažnost, temperatura, letni časi, 
itd...). Vsi ti faktorji vplivajo tudi na selektivnost antibiotika, zato je težko 
napovedati odziv okolja na onesnaženje. Vplivajo lahko na široke skupine 
organizmov, na primer glive ali pa le na posamezne vrste bakterij [3, 4].  
Tudi nižje koncentracije imajo lahko dolgotrajne posledice. Nižja koncentracija je 
koncentracija, ki je prenizka, da bi imela inhibicijske in smrtonosne učinke in je 
navadno le nekaj mikrogramov na liter vode/kilogram zemlje. Te posledice so 
selektivna rezistenca (ta pojav je veliko bolj pogost pri nižjih kot višjih 
koncentracijah), povzročanje genskih in fenotipičnih sprememb ter vpliv na 
signalne molekule [3, 4]. 
 
1.1.2 Bakterijska rezistenca 
 
Pojav odpornosti bakterij je naraven odziv na prisotnost antibiotikov in se pojavlja 
že od nekdaj. V naravi najdemo vrsto bakterij, ki so odporne na antibiotike. 
Vendar pa naravna odpornost ni tako problematična kot pridobljena, ki je tudi 
velik zdravstveni problem. Največ težav povzročajo multi-rezistentne bakterije 
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(bakterije odporne na več antibiotikov), ki jih pogosto najdemo v bližini bolnišnic 
in industrijskih čistilnih naprav za odpadne vode. Problematičen je tudi podatek, 
da se odpornost bakterij ohranja tudi več desetletij po prenehanju uporabe 
določenega antibiotika [5]. 
V Evropi naj bi po poročanju Evropskega centra za nadzor bolezni, letno zaradi 
odpornih bakterij umrlo več kot 33.000 ljudi, v ZDA pa več kot 23.000. Situacija 
pa naj bi se še poslabšala ter zahtevala 300 milijonov življenj po celem svetu do 
leta 2050. Posledično bo to tudi veliko finančno breme, ocenjeno na 100.000 
milijard dolarjev v istem obdobju [5]. 
Razvoj odpornosti lahko poteka na dva načina. Prvi je obrambni mehanizem pri 
bakterijah, ki so bile že v naravi izpostavljene določenim substancam, drugi način 
pa je prenos tujega gena [4, 5]. 
V prvem primeru skupina bakterij, ki je odporna na antibiotik preživi, medtem ko 
ostale propadejo. S tem se prenašajo naprej geni odpornih bakterij in tako 
sčasoma celotna populacija postane odporna. To se zgodi po enem od naslednjih 
mehanizmov: preprečevanje vstopa antibiotika v bakterijo, izločanje antibiotika 
ali sprememba metabolne poti v tako, na katero antibiotik ne more več vplivati [4, 
5]. 
Drugi primer je horizontalni prenos gena in je eden izmed najpomembnejših 
načinov bakterijske evolucije. Večina farmacevtskih antibiotikov je naravnega 
izvora, zato so v okolju kjer se nahajajo, bakterije razvile gene, ki povzročijo 
odpornost. Ti geni se nato preko štirih različnih načinov prenesejo v ostale 
organizme: transformacija, konjugacija, transdukcija ter preko integronov [4, 5].  
Ko celica odmre in se lizira, med drugim sprosti v okolje tudi fragmente svoje 
DNK. Te fragmente lahko žive celice dodajo v svoje kromosome. V primeru, da 
vključeni gen opisuje odpornost, ta celica postane odporna oziroma se  
"transformira". Ta proces se imenuje transformacija. Kljub temu, da je to 
najpreprostejši princip prehoda gena, se le redko pojavlja [5, 6]. 
Konjugacija je prenos gena preko plazmidov ali transpozonov. Prenos poteka 
prek celičnega stika ali prek pilusa in je ena najbolj uspešnih metod prenosa 
gena. Tak način prenosa se pogosto dogaja v gastrointestinalnem traktu 
bolnikov, ki se zdravijo z antibiotiki [5, 6].  
Naslednji način prenosa gena je s transdukcijo, ki poteka prek bakteriofagov. Med 
infekcijo bakterije (in posledično propadom) se lahko bakterijski geni vključijo v 
4 
 
virusni genom. Ko virus, ki vsebuje bakterijski alel okuži naslednjo bakterijo, tako 
prenese odporni gen naprej [5, 6]. 
Integroni so mobilne genetske strukture, ki s prepoznavanjem in vključevanjem 
prostih genskih kaset širijo gene za bakterijsko rezistenco. Spadajo med 
najučinkovitejše mehanizme za dodajanje novih genov v bakterijske kromosome, 
hkrati pa poskrbijo, da se ti geni izrazijo [5, 7]. 
 
1.1.3 Viri antibiotikov v okolju 
 
Od odkritja antibiotikov v prejšnjem stoletju je njihova poraba naraščala 
eksponentno. Iz medicinskega sektorja se je uporaba razširila tudi v rejo živali ter 
rastlin, kar je povzročilo, da se je milijone ton antibiotikov znašlo v okolju. 
Največje vire v okolje predstavljajo: medicinska uporaba za ljudi, ribogojstvo, 
farmacevtska industrija (proizvodnja), živinoreja ter poljedelstvo [3]. 
Uporaba antibiotikov v živinoreji in akvakulturi predstavlja 60-73 % celotne 
porabe, ta delež pa se vztrajno zvišuje. Več kot 100.000 ton antibiotikov se porabi 
v teh dveh panogah vsako leto. Njihova uporaba obsega zdravljenje in  preventivo 
ter dodatke k prehrani za hitrejšo rast. Uporaba za pospeševanje rasti je sicer v 
Evropski uniji (EU) prepovedana od leta 2006, vendar pa ta praksa ostaja v večini 
drugih držav po svetu. Problematično je to, da se delež živalskega gnoja 
uporablja direktno za gnojenje in posledično pripomore k širjenju neabsorbiranih 
antibiotikov, produktov njihovega razkroja ter odpornih bakterij. Prav tako 
problem predstavlja odpadna voda iz teh obratov, ki se pogosto uporablja za 
namakanje poljščin, ni pa temu primerno tudi očiščena [3, 8, 9].  
Čeprav sta prevelika in napačna uporaba antibiotikov pri ljudeh in živalih glavni 
razlog za onesnaženje, velik faktor predstavljajo tudi odpadki proizvodnih 
obratov, ki so najbolj problematični v manj razvitih azijskih državah, kjer ni 
učinkovitih zakonskih omejitev. Kljub temu, pa je situacija problematična tudi v 
našem okolju. Vzorci vzeti iz reke Save ob dveh proizvodnih obratih so pokazali 
vsebnosti antibiotikov tudi do 10 mg/kg sedimenta, posledično pa tudi visoke 
deleže na določene antibiotike odpornih bakterij (67 % ob iztoku iz proizvodnega 
obrata in približno 10 % na bolj oddaljenih mestih) [8, 10]. 
Naslednji večji faktor je medicinska uporaba pri ljudeh. Kljub temu, da je več kot 
80 % (v EU 91 %) antibiotikov zaužitih izven bolnišnic, so bolnišnice največji 
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problem pri onesnaževanju, saj so to mesta, kjer je močno povečana 
koncentracija različnih antibiotikov in s tem povečana možnost širjenja odpornih 
bakterij med ljudmi, živalmi in okoljem. Slovenija je krepko pod evropskim 
povprečjem porabljenih antibiotikov, tako v bolnišnicah kot tudi v domači uporabi. 
Del antibiotikov se v organizmu ne metabolizira med zdravljenjem in se izloči v 
urinu ter blatu, zato na koncu konča v čistilnih napravah, ki predstavljajo 
pomemben vir antibiotikov v okolju [8, 11]. 
V čistilne naprave prihajajo antibiotiki iz bolnišnic, domov, kmetijskih ter 
industrijskih obratov, ki pa v večini primerov nimajo tehnologije, ki bi odstranjevala 
oziroma razgradila antibiotike. Trenutne raziskave kažejo, da uporaba 
konvencionalnih dezinfekcijskih sredstev (klor, ozon), ultravijolične svetlobe ter  
različni procesi oksidacije sicer delujejo na laboratorijskem nivoju, vendar je 
prenos na večje sisteme neučinkovit oziroma predrag. V prihodnosti bo torej eden 
od izzivov izboljšanje trenutnih sistemov čiščenja odpadnih voda [3]. 
 
1.2 Biološko čiščenje 
 
Biološko čiščenje je najpogostejši način čiščenja odpadnih voda, ki temelji na 
izkoriščanju mikroorganizmov za razgrajevanje organskih snovi v odpadni vodi. 
V osnovi je sestavljeno iz aerobne in anaerobne stopnje, njen cilj pa je čiščenje 
odpadnih voda po prepisani zakonodaji pred izpustom v okolje. Poleg očiščene 
vode sta navadno produkta tudi posušeno in obdelano odpadno blato, ki je 
primerno za uporabo v kmetijstvu ter bioplin, ki služi kot vir energije [12]. 
 
1.2.1 Delovanje biološke čistilne naprave  
 
Čistilne naprave se med seboj močno razlikujejo, saj je njihovo delovanje 
optimizirano glede na lastnosti onesnažene vode. Viri odpadnih voda so lahko 
industrijski, padavinski ali komunalni, večinoma pa kar kombinacija vseh treh. 
Kljub različnim načinom delovanja je osnovna struktura stopenj čiščenja 
podobna. Prva je mehanska stopnja, kjer se iz odpadne vode izloči vse večje 
delce, sledi ji aerobna biološka stopnja, ki odstrani ogljikove, dušikove ter 
fosforjeve snovi, naslednja pa je morebitna terciarna stopnja (dodatni filtri, 
biološki bazeni, adsorbenti, oksidacijski procesi... ). Čistilne naprave imajo lahko 
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tudi anaerobno stopnjo, kjer se iz odpadnega blata pridobi bioplin ter stabilizirano 
blato [13]. 
 
1.2.2 Mehanska stopnja 
 
Prvi korak čiščenja odpadne vode je odstranjevanje večjih delcev z različnimi filtri 
ter bazeni (Slika 1). Filtri (grobe in fine grablje) odstranijo delce večje od nekaj 
milimetrov, saj bi ti motili nadaljnji proces. Filtrov je več in so namenjeni 
odstranjevanju različno velikih delcev, ki se jih nato obravnava ločeno [14]. 
Naslednji korak mehanske stopnje je primarni usedalnik, ki je lahko sestavljen iz 
več zaporednih usedalnikov. V tem delu se odstranjuje delce s premerom večje 
od nekaj deset mikrometrov, kot so: pesek, mulj, kavne usedline, jajčne lupine, 
asfaltni delci, steklo, prod, betonski delci, semena, itd. Ti delci bi v nadaljnjem 
procesu lahko povzročili zamašitev, zmanjšali učinkovitost ter povečali poškodbe 
naprave, kar bi povečalo stroške obratovanja [14]. 
Del mehanske stopnje je tudi odstranjevanje maščob. Navadno to poteka v 
usedalnikih, v primeru odpadnih voda, ki vsebujejo velike količine maščob (npr. 
živilska industrija) pa je maščobnik lahko tudi samostojen objekt [15]. 
 
 






1.2.3 Aerobna stopnja 
 
Naslednja stopnja čiščenja je biološko čiščenje, največkrat aerobni proces, ki 
poteka v prezračevalnih bazenih (Slika 2), kjer aktivno blato (združba 
mikroorganizmov - bakterije, bičkarji, migetalkarji, kotačniki, glistice ter 
maloščetinci) v prisotnosti kisika porablja organske snovi v vodi za 
prehranjevanje. Najprej encimi, ki jih ti organizmi proizvedejo, razgradijo 
kompleksnejše molekule v preprostejše, ki jih nato lahko prebavijo. Produkti tega 
procesa so anorganske snovi ter nova biomasa. Po določenem zadrževalnem 
času poteka še postopek ločevanja aktivnega blata in očiščene vode [17─19]. 
V sistem je potrebno dovajati zrak oziroma kisik, saj je njegova začetna vsebnost 
zaradi onesnaženosti zelo majhna, koncentracija aerobnih mikroorganizmov pa 
velika. Obstajajo trije načini zračenja [17]:  
- globinsko vpihovanje različno velikih mehurčkov stisnjenega atmosferskega                
zraka, 
- površinsko (intenzivno mešanje s turbinami) in 
- kombinacija prejšnjih dveh. 
Hkrati v tem delu poteka tudi proces odstranjevanja dušika, ki je sestavljen iz 
nitrifikacije ter denitrifikacije. V prvem delu se amonijev dušik oksidira do nitratov, 
v drugem delu pa se pretvori v elementarni dušik [18, 19]. 
V sekundarnem usedalniku se aktivno blato posede, del blata vrnemo nazaj v 
primarni usedalnik z namenom vzdrževanja konstantne koncentracije 
mikroorganizmov, del pa se ga zavrže [18, 19]. 
Po sekundarnem čiščenju je lahko voda že primerna za izpust v okolje, lahko pa 
ji sledi še terciarno čiščenje (če ni vključeno že v primarno in sekundarno). Del 
tega postopka je lahko filtracija, dodatni biološki bazeni, dodatno odstranjevanje 
dušika in fosforja. Če ima voda previsoko vsebnost teh nutrientov, lahko povzroči 




Slika 2: Aerobna stopnja v čistilni napravi Domžale-Kamnik [16]. 
 
1.2.4 Anaerobna razgradnja odvečnega blata 
 
Blato iz maščobnika, primarnega ter sekundarnega usedalnika nato prečrpamo v 
gnilišče in iz njega pridobimo bioplin, ki ga shranimo v plinohrame (Slika 3). 
Proces anaerobne razgradnje je mikrobiološki razkroj organskih snovi ob 
odsotnosti kisika. Produkta tega procesa sta bioplin in presnovljen substrat. 
Sestava bioplina se spreminja glede na sestavo razgrajene snovi, pogojev v 
procesu ter vrsto mikroorganizmov, vendar sta glavni sestavini metan in ogljikov 
dioksid. Bioplin nato uporabimo kot vir energije [20, 22]. 
Sam potek nastajanja bioplina je iz več korakov v katerih so aktivne različne 
skupine mikroorganizmov. Glavni štirje koraki so: hidroliza, kislinska geneza, 




Slika 3: Anaerobna stopnja v čistilni napravi Domžale-Kamnik [16]. 
 
Hidroliza 
V širšem pomenu je to vsaka kemijska reakcija kjer s pomočjo vode razbijemo 
drugo molekulo. Polimeri se razkrojijo v krajše verige - monomere in oligomere. 
Polisaharidi se s pomočjo celulaze, amilaze, celobiaze ter ksilanaze pretvorijo v 
monosaharide, lipidi s pomočjo lipaze v maščobne kisline ter glicerol in proteini s 
pomočjo proteaz v aminokisline. Nekateri produkti hidrolize kot sta vodik in 
acetat, so lahko uporabljeni kasneje v anaerobnem razkroju, medtem ko se mora 
večina še naprej razgrajevati v procesu kislinske geneze [20, 22]. 
 
Kislinska geneza 
V tem delu acidogene bakterije pretvarjajo enostavne sladkorje, aminokisline ter 
maščobne kisline v acetat, NH3, H2, CO2, H2S, hlapne maščobne kisline, alkohole 
ter še nekaj stranskih produktov. S tem se ustvari kislo okolje [20, 22]. 
 
Acetogeneza 
Med acetogenezo se vsi produkti, ki se jih še ne da spremeniti v metan, 
spremenijo v metanogene substrate. Hlapne maščobe ter alkoholi se pretvorijo v 
acetat, H2 ter CO2. V tej točki je substrat dovolj razgrajen, da ga lahko bakterije v 




Metanogeneza je končna stopnja anaerobne razgradnje, v kateri nastanejo 
metan, CO2, voda ter nekaj stranskih produktov. Arheje iz več rodov so sposobne 
proizvajati metan, vendar ga lahko le Methanosarcinales proizvajajo iz acetata, 
ki predstavlja surovino za približno 2/3 proizvedenega metana. Razlog za to 
razmerje je v tem, da se med anaerobno presnovo ogljikovih hidratov H2 in acetat 
tvorita približno v razmerju 1:2 [20, 22]. 
Glavni reakciji sta: 
 
CO2 + 4 H2 → CH4 + 2 H2O                                                                /1/      
CH3COOH → CH4 + CO2                                                                      /2/     
 
Reakcija /2/ torej prevladuje. Metanogeneza je ključni korak v anaerobni 
razgradnji, ne le zaradi tega, ker se tu tvori metan, temveč tudi, ker je to 
najpočasnejši in najbolj občutljiv del procesa in tako določa hitrost celotnega 
procesa. Nanj močno vplivajo pogoji, kot so temperatura, zadrževalni čas, pH ter 
sestava substrata. [20, 22]. 
Optimalna temperatura za proizvodnjo bioplina je odvisna od sestave substrata, 
vendar je pri komunalnih čistilnih napravah v območju 35─39 °C (mezofilni 
pogoji), kar pomeni, da je potrebno reaktor (navado kontinuirni mešalni reaktor) 
ogrevati. Da so stroški ogrevanja čim manjši, se navadno blato pred procesom 
dehidrira [20, 23]. 
Zadrževalni čas v reaktorju se giblje med 16 in 25 dni. Če je zadrževalni čas 
predolg, pade koncentracija mikroorganizmov in se proces ustavi, v primeru 
prekratkega zadrževalnega časa pa je proces nepopoln. Razgradi se le približno 
tretjina skupne mase blata, kar predstavlja okoli polovico vse organske snovi v 
blatu [20, 23]. 
pH se skozi proces rahlo spreminja. Med acidogenezo okolje postane kislo (pH 
je 5,5─7), medtem ko se med metanogenezo dvigne in je v vrednostih 7─8, kjer 
sta pri mezofilnih pogojih kritični mejni vrednosti 6,5 in 8,3. V reaktorjih se za 




1.2.5 Problematika onesnaženosti blata  
 
Odpadna voda, ki prihaja v komunalne čistilne naprave, vsebuje ogromno 
različnih organskih in anorganskih snovi, med katerimi so škodljive snovi, ki 
inhibirajo proizvodnjo bioplina, če se adsorbirajo na blato. Zaradi vedno večje 
uporabe farmacevtskih ter ostalih produktov se koncentracije polutantov v 
odpadnih vodah povečujejo. Zelo pomembno skupino nevarnih snovi v odpadnih 
vodah predstavljajo mikropolutanti. Med mikropolutante uvrščamo sestavine 
kozmetičnih izdelkov, farmacevtske učinkovine, težke kovine, perfluorinirane 
spojine, ftalatne estre, estrogen, nanodelce,... Med procesom čiščenja vode se 
te snovi ne razgradijo v celoti in se lahko vežejo na suspendirano trdno snov in 
tako končajo v primarnem ter sekundarnem blatu, kjer poteka anaerobna 
razgradnja. Same koncentracije teh snovi so zelo različne, od nekaj mikrogramov 
do več gramov na kilogram suhega blata. Prav tako se močno razlikujejo 
koncentracije v različnih državah in tudi v različnih čistilnih napravah v isti državi. 
Navadno sta koncentraciji iste snovi v odpadni vodi ter kasneje v blatu povezani, 
vendar pa lahko pride do odstopanj zaradi fizikalno-kemijskih lastnosti snovi 
(molekulska masa, hidrofobnost, topnost v vodi, pKa, odpornost proti razgradnji), 
sestave blata (pH, organska snov, koncentracija kationov) ter operativnih 
parametrov čistilne naprave. Obstajajo celo primeri, kjer se koncentracije 
polutantov zvišajo med čiščenjem (na primer perfluorinirane spojine) [24, 25].  
Mikropolutanti lahko inhibirajo metanogene bakterije in s tem zmanjšajo 
produkcijo bioplina oziroma metana. Prav tako imajo lahko negativne učinke na 
okolje, če se to blato uporabi kot gnojilo ali neprimerno odloži [25]. 
 
1.2.6 Antibiotiki v blatu 
 
Velik del antibiotikov se v človeškem oziroma živalskem telesu ne absorbira in 
deaktivira, ter konča v čistilnih napravah. Aerobna razgradnja pripomore k 
razgradnji antibiotikov, če so ti v majhnih koncentracijah, v primerih ko pa 
koncentracija preseže kritično mejo, delujejo kot inhibitor. Inhibicija razgradnje se 
močno razlikuje. Določeni antibiotiki, kot sta na primer eritromicin in tilozin, imajo 
zelo šibke inhibicijske lastnosti, ki se izražajo šele pri ekstremnih koncentracijah. 
Antibiotiki, kot so dioksiciklin, streptomicin in neomicin imajo delne inhibicijske 
učinke, medtem ko so antibiotiki, kot sta klorotetraciklin in kloramfenikol zelo 
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močna inhibitorja. Trenutne raziskave kažejo, da so resno problematični le take 
skupine antibiotikov [25]. 
Obstaja pa tudi zgornja inhibicijska meja, to je koncentracija pri kateri antibiotiki 
izgubijo inhibicijske učinke. Najverjetnejši razlog za to je, da različni antibiotiki 
vplivajo na različne populacije mikroorganizmov vključenih v anaerobno 
razgradnjo. Posledica je, da z določenim antibiotikom lahko dosežemo samo 
določeno inhibicijo. Ker pa je v praksi toliko različnih spremenljivk, so te vrednosti 
približno konstantne le pri kontroliranih laboratorijskih pogojih, kjer se uporablja 
čiste kulture [25].  
Vpliv antibiotikov na anaerobno razgradnjo je relativno slabo raziskan, raziskave 
pa so si pogosto kontradiktorne [25]. 
 
1.2.7 Čiščenje bioplina  
 
Bioplin ne vsebuje le metana, ogljikovega dioksida ter vode, v njem najdemo še 
več snovi v nizkih koncentracijah (Tabela 1). Kljub temu, da so te koncentracije 
relativno nizke pa imajo lahko negativne učinke ob uporabi takšnega bioplina, kot 
so korozija, obraba opreme in strupenost emisij. Viri nečistoč so različni, nekatere 
nastajajo pri anaerobni razgradnji, druge so prisotne v substratu in hlapijo v 
okolje. Tistih nečistoč, katerih koncentracije so zelo majhne, se ne odstranjuje, 
dokler so v predpisanih mejah, saj bi bili stroški previsoki [26]. 
 
Tabela 1: Sestava bioplina [26] 
Snov  Enota Bioplin iz 
kontroliranih pogojev 
Bioplin v naravi 
CH4 vol% 53─70 30─65 
CO2 vol% 30─50 25─47 
N2 vol% 2─6 < 1─17 
O2 vol% 0─5 < 1─3 
H2 vol% 0 0─3 
H2S ppm 0─2000 30─500 
NH3 ppm < 100 0─5 
Cl- mg/Nm3 < 0,25 0,3─225 < 0,3─36 






H2S je toksičen plin, ki ga proizvedejo bakterije s sposobnostjo reduciranja 
sulfata. Plin v kombinaciji z vodo tvori žveplovo kislino, ki je jedka in zato nevarna 
za motorje naprav, plinovode, izpušne cevi,... Poznamo več tehnik 
odstranjevanja [20]. 
Biološki način je vpihavanje manjših količin zraka, kjer s pomočjo bakterij 
Thiobacillus pride do oksidacije vodikovega sulfida do elementarnega žvepla, 
žveplene kisline ter žveplovega dioksida. Pri tem procesu moramo paziti, da ne 
vpihujemo preveč zraka, saj s tem lahko negativno vplivamo na anaerobno 
razgradnjo, uporabljajo pa se tudi sistemi, kjer se to dogaja v ločenem 
rezervoarju, kjer se izognemo tem težavam [20, 27]. 
Drugi način je odstranjevanje z vodnimi raztopinami NaOH, FeCl2 ali Fe(OH)3. 
Tvori se sulfid ali natrijev hidrosulfid. Raztopino se nato regenerira z 
mikroorganizmi [20, 27]. 
Tretji način je dodajanje železovih raztopin (FeCl2, FeCl3 ali FeSO4), kar povzroči 
nastajanje netopnega železovega sulfida (FeS), ki ga odstranimo skupaj z 
nepresnovljenim substratom. S tem načinom hkrati odstranimo tudi morebitne 
fosfate, a je metoda precej draga [20, 27]. 
 
Amonijak 
Amonijak se odstranjuje ko je zrak posušen, saj se raztaplja v vodi [23]. 
 
Voda 
Voda je prisotna v substratu, zato s hlapenjem prehaja v bioplin, relativna 
vlažnost je  100 %. Povzroča korozijo, zato moramo plin sušiti. To naredimo s 
hlajenjem, saj se tako zmanjša absolutna vlažnost. S kondenzacijo tako 
odstranimo tudi v vodi topne nečistoče. Navadno se plin hladi v ceveh, ki so 








2. Namen dela 
 
Odpadne komunalne vode so eden glavnih virov antibiotikov v okolju, saj 
združujejo odpadne vode vseh večjih proizvajalcev in porabnikov antibiotikov. 
Ker vsa komunalna odpadna voda konča v čistilnih napravah, le-te postanejo 
zbirališče antibiotikov. V konvencionalnih postopkih čiščenja odpadnih voda se 
antibiotiki ne odstranjujejo, zato se jih del lahko adsorbira na aktivno blato in 
konča v procesu obdelave odpadnega blata, proizvodnji bioplina, ki ga lahko 
inhibirajo. Zaradi energetskega pomena bioplina, je pomembno, da je proces 
proizvodnje čim bolj optimiziran. Namen dela je bil preučiti vpliv različnih 
koncentracij antibiotika amoksicilina na količino proizvedenega bioplina iz 
















3. Materiali in metode 
 
3.1 Modelna snov – amoksicilin 
 
Amoksicilin je polsintetični penicilin, ki je efektiven tako pri Gram-pozitivnih kot 
tudi pri Gram-negativnih bakterijah ter spada med antibiotike, ki se iz organizma 
v veliki meri izločajo nespremenjeni. Je najpogosteje uporabljen antibiotik, njegov 
trg obsega 4,4 milijarde dolarjev (približno 10 % celotnega trga antibiotikov) in naj 
bi do leta 2026 narasel do skoraj 5 milijard [28─30]. 
Molekulska formula amoksicilina je C16H19N3O5S (Slika 4). Amoksicilin spada v 
skupino beta-laktam antibiotikov. Deluje tako, da se veže na proteine, ki inhibirajo 
proces transpeptidacije. Proces povzroči razpad celične stene, kar povzroči smrt 
bakterije. Pri ljudeh se večinoma uporablja oralno v kombinaciji s klavulansko 









Njegova uporaba je široka in obsega tako medicinsko kot veterinarsko uporabo 
za zdravljenje in preprečevanje respiratornih, gastrointestinalnih, kožnih bolezni 
ter bolezni sečil. Svetovna zdravstvena organizacija ga je uvrstila tudi na seznam 
esencialnih zdravil. Uporablja se tako pri zdravljenju domačih živali (psi, mačke, 
ptice) kot tudi v živinoreji (prašiči, koze, ovce, krave, konji, perutnina..) [31]. 
Kot vsi drugi antibiotiki se tudi amoksicilin ne presnavlja popolnoma. Pri ljudeh  
delež nepresnovljenega predstavlja 40─80 %. Zaradi velikega deleža 
nepresnovljenega amokscilina in visoke porabe ga posledično precej zaznamo 
tudi v okolju, kjer je zaradi svojih fizikalno-kemijskih lastnosti zelo mobilen, zato 
ga najdemo v prsti, površinskih vodah in podtalnici. Antibiotik ima več škodljivih 
učinkov na okolje, med drugim tudi nastanek odpornih bakterij in inhibicijo 
razgradnje organskih snovi, vendar pa trenutne raziskave kažejo, da enkratna 
izpostavljenost koncentracijam do 100 mg/L ne škoduje živalim in rastlinam. 
Izpostaviti je potrebno tudi, da do sedaj še ni bilo narejenih veliko raziskav, ki bi 
ugotavljale posledice daljše izpostavljenosti [33]. 
 
3.2 Določanje inhibicije anaerobne razgradnje 
 
Pri anaerobni razgradnji večinsko nastajata metan in ogljikov dioksid, plini kot so 
dušik, vodikov sulfid in amonijak pa le v sledovih. Poskus je vključeval merjenje 
prirasta tlaka pri anaerobni razgradnji, ki smo ga v celoti pripisali  nastajanju 
glavnih produktov: CH4 in CO2. Ker sta tlak in množina povezana prek plinske 
enačbe, je nato enostavno izračunati količino nastalega plina. Vzorci so bili 
neprodušno zaprti v steklenicah, opremljenih z mešalom ter sistemom OxiTop® 
Control, ki je meril prirast tlaka.  
V poskusu smo imeli smo tri različne tipe vzorcev (Tabela 2). Vsak od njih je 
vseboval anaerobno blato, slepi vzorec je imel dodano še glukozo, naslednji pa 
glukozo in različne koncentracije amoksicilina (200, 400 in 800 mg/L). Iz razlike 
med slepim vzorcem in vzorcem, ki je vseboval le blato, smo lahko izračunali 
količino bioplina, ki nastane kot posledica razgradnje samega anaerobnega blata, 
iz razlik v količini proizvedenega bioplina med slepim in kontaminiranimi vzorci 
pa smo lahko določili inhibicijo produkcije bioplina.  
V vsak vzorec smo dodali tudi pufer, ki vzdržuje primeren pH ter zagotavlja 
potrebne makroelemente za delovanje anaerobnih mikroorganizmov. 
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Blato 100 ✓  ✓ / / 
Slepi vzorec 100 ✓ ✓ ✓ / 
Amoksicilin 
200 mg/L 
100 ✓ ✓ ✓ 200 
Amoksicilin 
400 mg/L 
100 ✓ ✓ ✓ 400 
Amoksicilin 
800 mg/L 
100 ✓ ✓ ✓ 800 
 
Reagenti: 
1. Raztopina glukoze: 7,5 g glukoze smo raztopili v 50 mL merilni bučki in 
dopolnili z destilirano vodo do oznake (c = 150 mg/mL) 
2. Fosfatni pufer: V merilni bučki smo zatehtali 2,15 g KH2PO4, 5,44 g 
K2HPO4, 5,55 g Na2HPO4 x 2 H2O, 0,45 g NaCl ter dopolnili do oznake. 
3. 6,0 M NaOH: 24 g NaOH smo raztopili v 100 mL bučki in dopolnili do 
oznake 
4. Amoksicilin: 2 g antibiotika smo raztopili v 1000 mL merilni bučki in 
dopolnili do oznake (c = 2 g/L) 
5. Vodovodna voda 
6. Anaerobno blato  
 
Najprej smo 2 L deionizirane vode 1 uro prepihovali z dušikom in jo nato dodali 2 
L anaerobnega blata iz čistilne naprave. Nato smo z namenom določitve 
koncentracije, pripravili 3 vzorce, tako da smo 20 mL blata prefiltrirali čez filter 
papir in sušili pri 105 °C 2 uri do konstantne mase. Preostanek blata smo shranili 
v inkubator pri temperaturi 37 °C. Po 2 urah sušenja smo dobili tri mase 
posušenega blata, iz katerih smo nato izračunali povprečno koncentracijo 




Pripravili smo 5 različnih serij vzorcev po 3 ponovitve. V vsaki steklenici je bil 
skupni volumen vzorca 100 mL. V vsakem vzorcu je bila koncentracija blata 4 









kjer Vblata predstavlja volumen blata, ki smo ga dodali v vzorec (mL), cvzorec željeno 
koncentracijo (g/mL), Vvzorec volumen celotnega vzorca (mL) ter cblata izračunano 
koncetracijo anaerobnega blata (g/mL). 
V vsak vzorec smo torej dodali anaerobno blato, magnetno mešalo ter 2 mL 
fosfatnega pufra ter z vodovodno vodo dopolnili do 100 mL. Prvo serijo smo nato 
le prepihali z dušikom (1 min) in hitro zaprli z merilno glavo. Na ta način smo 
ustvarili anaerobne pogoje. Naslednji seriji smo poleg vsega naštetega dodali še 
0,5 mL glukoze s koncentracijo 0,833 mol/L, zadnjim trem serijam pa poleg 
glukoze še 10 mL, 20 mL ter 40 mL raztopine amoksicilina. Koncentracije 
antibiotika so bile tako: 200 mg/L, 400 mg/L in 800 mg/L.  
Steklenice (V = 250 mL) zaprte merilnimi glavami smo nato postavili v inkubator 
na mešalno ploščo za 8 dni pri 37°C. 
Za računanje razmerja med CO2 in metanom izkoristimo topnost CO2 v vodi, ki 
se bistveno poveča z višjim pH, kar smo povzročili z dodatkom 6,0 M NaOH en 
dan pred koncem meritev. Po dodanem NaOH se torej CO2 veže v vodno fazo, 










3.3 Obdelava podatkov 
 










kjer n predstavlja množino plina (mol), Δp predstavlja spremembo tlaka pri 
razgradnji (Pa), V je volumen plina v tlačni steklenici (150 mL = 0,00015 m3), T 
je temperatura okolja (K), R pa plinska konstanta (8,314 mol-1K-1).  
 





• 100 (3) 
 
kjer D predstavlja delež CO2 (%), n1 predstavlja množino nastalega ogljikovega 
dioksida (mol), n2 množino celotnega nastalega plina (mol). Delež CO2 
razberemo iz grafa po padcu tlaka zaradi dodatka NaOH. Pri tem 
predpostavljamo, da sta edina nastala plina CO2 in metan ter, da je bil ves 
novonastali CO2 v plinskem stanju in se po dodatku NaOH ves raztopil v vodi. 
Inhibicijo smo izračunali z enačbo (4) z upoštevanjem slepega testa, v katerem 





• 100 (4) 
 
kjer je I inhibicija produkcije (%), pglukoza predstavlja tlak v slepem testu (Pa),  




Vzorec brez glukoze nam poda podatek o aktivnosti samega anaerobnega blata, 
ki ga odštejemo od ostalih, da lahko določimo delež razgrajene glukoze. Test je 
veljaven, če se glukoza v testu razgradi več kot 70 %. Razgrajevanje poteka po 
reakciji /3/: 
 
                                           C6H12O6 → 3CO2 + 3CH4                                  /3/ 
 
V vse vzorce razen prvega smo dodali 0,5 mL raztopine glukozne raztopine s 
koncentracijo 0,833 mol/L, kar pomeni 0,417 mmol glukoze. Z upoštevanjem 
stehiometrijskega razmerja 100 % razgradnja proizvede 2,5 mmol (2,5 10-3 mol) 
bioplina. Z enačbo (5) lahko tako izračunamo spremembo tlaka, ki bi bila 
posledica popolne razgradnje glukoze. 
 
 𝛥𝑝𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑎,𝑖𝑑 =
𝑛 • 𝑅 • 𝑇
𝑉
 (5) 
   
kjer  Δpglukoza,id predstavlja teoretični tlak v primeru, če bi se razgradila vsa 
glukoza, n množino nastalega bioplina (mol), R je plinska konstanta (Jmol-1K-1), 
T temperaturo pri kateri poteka razgradnja (K) ter V volumen plinske faze v 
steklenici (m3). 





∗ 100 (6) 
 
kjer Dglukoza predstavlja delež glukoze (%), Δptotalni predstavlja skupni tlak (Pa), 
Δpblato tlak blata brez glukoze (Pa), Δpglukoza,id pa teoretični tlak v primeru, če bi se 





4. Rezultati in razprava 
 
Ker se antibiotiki kopičijo v aktivnem blatu, smo želeli preveriti vpliv njihove 
prisotnosti v procesu anaerobne razgradnje. Anaerobnemu blatu smo dodali 
različne koncentracije antibiotika amoksicilina in nato določili njegov vpliv na 
količino nastalega bioplina. 
Najprej smo določili koncentracijo anaerobnega blata. Mase blata na filter papirju 
po sušenju so bile: 0,2681 g, 0,2649 g in 0,2744 g. Iz teh podatkov z 
upoštevanjem, da je bil začetni volumen 20 mL dobimo povprečno koncentracijo 
anaerobnega blata 13,5 g/L. Z upoštevanjem željene koncentracije blata v testu, 
volumna celotnega vzorca in izračunane povprečne koncentracije anaerobnega 





4 𝑔/𝐿 •  0,1 𝐿
13,5  𝑔/𝐿
= 0,03 𝐿 = 30 𝑚𝐿 
 
 
V pripravljenem testu smo osem dni sledili spremembam tlaka pri različnih 
koncentracijah dodanega antibiotika (Slika 5). Rezultati so pokazali zanimiv trend 
spreminjanja inhibicije. Višanje koncentracije amoksicilina je povzročilo 
zmanjšanje inhibicije, celo do te mere, da je izračunana vrednost postala 
negativna. To je posledica minimalne inhibicije pri preiskovanih koncentracijah 
antibiotika in verjetno tudi njegove razgradnje. Najverjetneje sta bili koncentraciji 
400 mg/L in 800 mg/L tako visoki, da so mikroorganizmi razgrajevali antibiotik, 
kar je prispevalo k proizvodnjo bioplina. 
V nadaljnjemdelu bi bilo zanimivo ponoviti poskus z nižjimi koncentracijami, kar 
potrjuje tudi raziskava [34], kjer so zaznali 25 % inhibicijo pri koncentraciji 60 mg/L 
in 32 % inhibicijo pri 120 mg/L. Cilj njihove raziskave je bilo merjenje inhibicij pri 
realnih kontaminacijah prašičjega blata v inkubacijskem času 250 ur (pri nas 192 
ur). Nižje koncentracije so torej boljši približek koncentracijam, ki se pojavljajo v 
čistilnih napravah, vendar pa metode, ki smo jih uporabljali, niso dovolj natančne, 
pri tako nizkih koncentracijah. Naslednja možnost bi bila povečanje koncentracij 
do vrednosti, ki bi spet začela povzročati inhibicijo. Tako bi našli vrednosti, ki so 
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previsoke za preživetje mikroorganizmov, vendar bi se s tem močno oddaljili od 
koncentracij, ki jih najdemo v dejanskem okolju. Ker je bil namen poskusa 
ovrednotiti problematiko kontaminacije blata v čistilnih napravah, pa bi bil test 
nerelevanten. Tretja možnost bi lahko bila dodatek inhibitorja, ki bi preprečil 
mikroorganizmom, da antibiotik razgradijo, podobno kot to preprečuje 
klavulanska kislina v medicinski uporabi.  
 



















Blato Slepi vzorec Amoksicilin 200 mg/L






Teoretično spremembo tlaka, ki je bila posledica popolne razgradnje glukoze smo 
izračunali po enačbi (5) : 
 
 𝛥𝑝𝑔𝑙𝑢𝑘𝑜𝑧𝑎,𝑖𝑑 =
2,5 • 10−3 𝑚𝑜𝑙 • 8,314 𝐽 • 308 𝐾
𝑚𝑜𝑙 • 𝐾 • 0,00015 𝑚3
= 426800 Pa = 426,8 hPa 
 
Iz Tabele 3 lahko razberemo, da se je delež metana z višanjem koncentracije 
antibiotika povečeval, kar pomeni, da razgradnja amoksicilina očitno pozitivno 
vpliva na razmerje med metanom in ogljikovim dioksidom. Iz tega lahko 
sklepamo, da sam antibiotik ne vpliva na delovanje metanogenih bakterij, 
oziroma ga celo vzpodbuja. Vidimo lahko tudi, da je samo anaerobno blato boljši 
substrat od glukoze pri teh pogojih.  
Veljavnost testa potrdi več kot 70% razgradnja glukoze, kar pa ni bilo doseženo 
v nobenem primeru (Tabela 3). Deleži razgradnje so verjetno še precej nižji pri 
vzorcih s koncentracijo 400 mg/L in 800 mg/L amoksicilina, saj je zaradi narave 
testa, sama razgradnja antibiotika prispevala k povišanju vrednosti.  
Razlogov za tako nizke deleže razgrajene glukoze je lahko več, med njimi nizka 
aktivnost blata ali mikroorganizmov v blatu, vendar pa bi za potrditev morali 
izvesti serijo novih poskusov.  















Blato 8,73•10-4 6,27•10-4 72 / / 
Slepi 
vzorec 
1,49•10-3 8,36•10-4 56 / 25 
Amoksicilin 
200 mg/L 
1,19•10-3 5,54•10-4 47 20 13 
Amoksicilin 
400 mg/L 
1,54•10-3 9,27•10-4 60 -3 27 
Amoksicilin 
800 mg/L 


































Antibiotiki postajajo vedno večji zdravstveni in okoljski problem. Zaskrbljujoči so 
podatki o njihovem vplivu na bakterijske združbe in posledično na celoten 
ekosistem. Poleg inhibicije različnih bakterijskih vrst, lahko vpliva na ekosistem 
tudi širjenje na antibiotike odpornih bakterij. Ta pojav ima resen vpliv na 
učinkovitost zdravljenja z antibiotiki, kar se odraža v vedno težavnejšem 
zdravljenju bakterijskih bolezni. S spreminjanjem mikrobiološke strukture okolja 
se ruši naravno ravnotežje, kar ima lahko dolgoročne vplive. 
Zaradi neuspešnega zdravljenja se povečuje število smrtnih žrtev, poleg tega pa 
ta problematika postaja tudi vedno večje finančno breme.  Kljub temu, da se 
veliko finančnih sredstev vlaga v razvoj novih tehnologij, se poraba antibiotikov 
ne zmanjšuje in še vedno predstavljajo nenadomestljiv del v mnogih sektorjih. 
Tudi v primeru zmanjšanja uporabe antibiotikov pa njihovega vpliva na okolje 
verjetno nikoli ne bomo mogli popolnoma izničiti. V naslednjih desetletjih bodo 
težave vedno izrazitejše in potrebni bodo konkretnejši ukrepi za preprečevanje 
posledic antibiotikov v okolju.  
Eden izmed glavnih virov antibiotikov v okolje so tudi odpadne vode. Ker se iz 
različnih virov zbirajo v bioloških čistilnih napravah, le-te postanejo močno 
kontaminirana okolja. Del antibiotikov se razgradi v aerobni stopnji, del preide 
nazaj v okolje, del pa se veže na odpadno blato in preide v anaerobni proces 
pridobivanja bioplina, kjer lahko inhibira delovanje metanogenih bakterij. 
Izveden poskus je pokazal, da nižje koncentracije amoksicilina lahko inhibirajo 
proizvodnjo bioplina, česar pa nismo potrdili pri višjih koncentracijah, saj metoda 
tega zaradi vzporedne razgradnje antibiotika, ne omogoča. V prihodnosti je torej 
potrebno z drugačnimi metodami testirati še vpliv nižjih koncentracij, ki se bolj 
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